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改變，結果指出，A549 細胞中 cytochrome c、caspase-9、caspase-3、








Pneumonia in the course of the disease will develop into pulmonary 
fibrosis. The current study found that bromelain has many effects, 
including anti-inflammatory effect. However, no studies have pointed out 
that the effect of bromelain to inhibit pulmonary fibrosis.Many studies 
have demonstrated that dysregulation of growth factors might be the 
maincauses underlying the mechanism of Pulmonary fibrosis.The present 
study found that bromelain has anti-inflammatory effect.However, no 
studies have pointed out that the effect of bromelain to inhibit pulmonary 
fibrosis. Therefore, we studied the role of bromelain in A549 (human 
alveolar epithelial cells). However, transforming growth factor (TGF)-β1 
is a multifunctional cytokine which also plays an important role in 
progressive lung fibrosis. Therefore, in this study , we use transforming 
growth factor (TGF)-β1 stimulation human alveolar epithelial cells (A549) 
were cultured in vitro, to simulation of lung fibrosis. We use ELISA in 
the bromelain (1,5,10,20,25 μg / ml) dose, cell viability of A549 cells in 
appropriate doses rise, but at high concentrations, survival wasthere are 
lower.We added TGF-β1 stimulation before adding the pineapple 
enzymes to explore the change of the caspase protein and found that 
caspase-3, caspase-7, caspase-9, PARP expression alone by adding 
TGF-β1 significantly increased by adding bromelain significantly reduced. 
These results suggest that the inhibition efficacy of bromelain for 
pulmonary fibrosis. 
 





bromelain 含有九種基本蛋白水解活性單位  ( proteolytically active 
components ) 
7。這些單位中又以片段四(F4)及片段五(F5)為最具功能
之區域。其中 F4 約 50%經過糖化，並於 Jeung 等人的研究中瞭解其

























鳳梨酵素首度被用於癌症的文獻為 1972 年 Gerard 給予 20 位罹
患卵巢癌及乳癌的病人 600mg/天的鳳梨酵素，持續時間從六個月到
數年，其研究結果證實鳳梨酵素的補充可以降低腫瘤的大小，並且減
少腫瘤轉移的風險。另有研究亦證實以 5-FU  或 Vicristine 等藥物治
療的病患，同時給予 1000mg 的鳳梨酵素，顯著地縮小腫瘤的直徑
21。。Taussig等人的研究，利用小鼠模式，給予患有肺癌的實驗鼠鳳











POMC，其結果誘發 TNF-α、IL1-β 及 IL-6 的表現。但後續進行的實







磷酸酯解酶 A2，進而代謝細胞膜，釋放 arachidonic  acid，並經由
COX-1 及 COX-2 途徑代謝成 TXA2  或 PGE2，誘導其發炎反應產
生。利用動物實驗給予實驗大鼠鳳梨酵素，結果為顯著地降低產
ecosanoid Acid，藉此推測能進一步抑制 arachidonic acid 的釋放，來
降低 PGE2  合成 28。由此論述延伸，亦有其他研究證實鳳梨酵素於
發炎 反應 中的 作用 機 制與 非類 固醇 抗發 炎藥 物  NSAID   
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( non-steroidal anti-inflammatory drug ) 類似，皆以抑制 COX-2 來降低
PGE2
29。然而 Tracey 等人則證實了鳳梨酵素是透過抑制 ERK-2 路徑
來抑制經 PMA 刺激 PBMC 的發炎反應 30。並有文獻證明鳳梨酵素




Blonstein 的實驗中，於 74 位身上又瘀傷的病患中進行測試，其
結果發現，給予鳳梨酵素處理後的病患瘀傷平均復原期為 4 天，反觀












( plasminogen ) 變成血纖維蛋白溶酶 ( plasmin ) 之機制，進而達到抑

















































死亡，平均存活時間小於 3 年 3。而且肺部纖維化的死亡率近年來有
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鳳梨酵素 ( Bromelain )，其分類可依取得來源之差異分為兩類：
其一為從鳳梨果肉中取得，稱之為 fruit bromelain；另一則從鳳梨莖
幹的部位取得，稱之為 stem bromelain。兩者中又以莖幹部取得之 stem 
bromelain 較具有生理上之功效。鳳梨酵素中含有許多其他酵素，其
中除了 Cysteine 蛋白水解酶及其胜肽抑制劑之外 5，亦含有過氧化酶 




討口服鳳梨酵素的過程中，當環境的 pH值改變 ( 例如遭遇胃酸 )，
其酵素構型之變化。當 pH 2 的情況下其酵素本身會部分摺疊成中間
物，並於 pH 0.8 的情況下融解成類似小球的狀態 18-19。鳳梨酵素型態








3.TGF-β1( transforming growth factor-β1) 



















4. 細胞凋亡 ( apoptosis ) 
細胞死亡依據型態與生化特徵可分為兩種方式；細胞壞死 








( chromatin condensation )，且會有細胞質濃縮、細胞核膜與細胞膜的
輪廓不規則凸起等症狀，凋亡末期產生去氧核醣核酸斷裂 ( DNA 
fragmentation ) 及凋亡小體 ( apoptotic body )。最終由鄰近巨噬細胞
或其他細胞吞噬，細胞凋亡的過程並不會引起發炎反應 44。 










活化 caspase-8，進而活化下游的 effector caspase(如 caspase-3、
caspase-6 或 caspase-7) 45-48。當抗凋亡的因子被抑制的情況下，會導




纖維化中的膠原蛋白會透過活化 PI-3 Kinase-PKC-Akt-p38 
MAPK-IKK-I kappaB alpha 路徑進而活化 NF-kappaB， 被活化的
NF-kappaB 將由細胞質中轉移進入到有雙層膜的粒線體中，並且直接
與粒線體 DNA上的 ND4 基因區結合，如此的結合將導致 ND4 基因
表現下降，促使粒線體膜電位改變、cytochrome c 釋放，造成粒線體
尚失功能。被釋放的 cytochrome c 與 caspase-9 結合進一步活化
caspase-3 而引起細胞凋亡。也會透過 Fas ligand 的活化而導致細胞電
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乾浴加熱器 GENVER INSTRUMENT 
直立式高速冷凍離心機 KUBOTA 3700 
迷你蛋白質垂直電泳槽 Bio-Rad 
冷光影像系統 Alpha Innotech 
水平震盪器 GENEPURE TECHOLOGY 
翹翹板震盪器 GENEPURE TECHOLOGY 
酵素免疫測定儀 Thermo Multiskon EX 
-86℃超低溫冷凍櫃 SANYO 
CO2培養箱 SANYO 








F-12 K Nutrient Mixture GIBCO 
胎牛血清 HyClone 
Anti-anti GIBCO 




Isopropyl Alcohol Mallinckrodt 
Sodiu m dodecylsulfate (SDS) BIO-RAD 
Ammonium persulfate (APS) BIO-RAD 
30% acrylamide/bis Solution BIO-RAD 
TEMED BIO-RAD 
Tris Base Sigma 
Glycine Sigma 
Tween 20 Sigma 
Methanol J.T.Baker 
NC paper Millipore 
Caspase-3 Antibody cell signaling 
Caspase-7 Antibody cell signaling 
Caspase-9 Antibody cell signaling 
PARP Antibody cell signaling 








A549 細胞取自 ATCC，為人類肺泡上皮細胞。將細胞培養於含 10%
胎牛血清(FBS)、100 U/ml盤林西林、100μg/ml鏈黴素的F12K (GIBCO, 
NY, USA)培養液中，並置於 37℃，5% CO2 的培養箱中培養。將生長
良好的細胞培養於 25 平方公分、。於含 10%胎牛血清(FBS)培養液中




將舊培養液吸除並以 PBS 清洗 2 次。加入 1 倍 trypsin/EDTA 後，
放入 CO2培養箱作用 10 分鐘。待細胞自培養瓶底部脫落時，加入約




移除培養瓶中的培養液，以 PBS 清洗 2~3 次，移除 PBS 後加入 1ml 
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trypsin-EDTA放入 CO2培養箱中作用 10 分鐘。細胞脫落後，用 10ml






取角落四大方格和中心的方格計數，經平均後乘於 10000 即可得 1 ml
的稀釋細胞數目，由於經過等體積 trypan blue 稀釋，必須再乘於 2，
即可得 1ml 的懸浮液細胞數目，在乘以 10 即可得到 10ml 的細胞易所
含的細胞總數(以 trypan blue 染色後，必須於一小時計數完畢，否則
細胞將受到 trypan blue 破壞而導致誤差)。 
 
4. 細胞的保存  
細胞株之保存，是將長滿於 75 平方公分之培養瓶中的細胞，以  
1 倍 PBS沖洗後，再以1 倍濃度的Trypsin (含EDTA) 使細胞懸浮，
以培養液再沖洗細胞，將細胞懸浮於10 ml 含 10% 胎牛血清(FBS)





5. 細胞冰凍與解凍  
以1倍PBS沖洗後，再以1倍濃度的Trypsin (含EDTA) 使細胞懸浮，以







移除培養瓶中的培養液，以 PBS 清洗 2~3 次，移除 PBS 後加入 1ml 
trypsin-EDTA放入 CO2培養箱中作用 10 分鐘。將脫落的細胞以 10ml
的培養液收集後，以含 10%胎牛血清的培養液於 24-well ( 2 × 104 )的
密度培養 24 小時後，換成無血清的培養液飢餓 24 小時，再於培養液
中添加一系列濃度之鳳梨酵素(1~25μg/ml)繼續培養 24 小時，接著換
成 1ml含 100μl的 MTT 藥劑(5mg/ml)培養 4 小時，移除含 MTT 得培
養液後倒放到培養盤乾，以 Isopropyl Alcohol將底部的紫色結晶收集






SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)先將溶於 sample 
buffer 的檢體回溫離心。垂直電泳設備購自 Bio-Rad Laboratories 。首
先把 glass plate sandwiches 裝置好，其次參照“Laemmli Buffer 
System(Laemmli，1970)”配置 separating gel (7.5、10、12%)及 4% 
stacking gel。再將適量的 10% separating gel 【0.375M Tris-HCl 
(pH8.8)，0.1% SDS，10% acrylamide/bis，0.05% ammoniumpersulfate 
(APS)，0.05% TEMED (N, N, N', N', -tetramethylethylenediamine)】注
入凹槽，APS 及 TEMED 必須最後加入，以防止液體在尚未注入時凝
膠，acrylamide/bis 有神經毒性，配置時須小心，注入達適量高度的
separating gel後，在上面輕輕覆上一層 isopropanol。待 separating gel
凝固後，移除上層 isopropanol，將齒模(comb)插在 separating gel 上方，
然後注入適量 4% stacking gel【0.125M Tris-HCl (pH6.8)，0.1% SDS，
4% acrylamide/bis，0.05% APS，0.05% TEMED】。當 stacking gel凝結






8. 蛋白轉漬  
當 SDS-PAGE 進行完畢時，將 gel去除 stacking 部分後浸潤於 transfer 
buffer 中，準備做蛋白轉漬。將裁剪好的硝基纖維膜 (nitrocellulose 




















用 TBS-T buffer 請洗三次，每次 10 分鐘。 
 
11.影像呈現 




(mean ± SD)所表示。統計分析方法 western bolt 的結果圖使用 Image J














我們將 A549細胞培養於含有 10%胎牛血清 F12K培養液中培養
24 小時後，換成無血清之培養液培養 24 小時，再換成加入不同濃度
鳳梨酵素(1~25μg/ml)之培養液培養 24 小時，加入每 ml 培養液含有
100μl MTT 試劑(5mg/ml)培養 4 小時，進行 ELISA方法測試細胞毒
性。在圖二顯示在濃度 25μg/ml 已經對細胞產生毒性，所以在不影響
結果的情況下，我們選用了 5、10、20μg/ml 鳳梨酵素的濃度進行接
下來的實驗。而 TGF-β1 的濃度則參考過去研究用的濃度進行實驗。 





TGF-β1 cytochrome C 的表現量會高於控制組，而在加入 TGF-β1 刺激
後，加入鳳梨酵素處理後，cytochrome C 的表現量和單獨加 TGF-β1
的比有下降的趨勢。 
在圖五中顯示在單獨加TGF-β1時 caspase-7的表現量是高於控制
組，而在加入 TGF-β1 刺激後，加入鳳梨酵素處理後，caspase-7 的表
現量和單獨加 TGF-β1 的比也有逐漸下降的趨勢。 
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素，接著參考過去的文獻，利用 TGF 刺激 A549 細胞，使細胞纖維化，
我們可以從圖 3B觀察到細胞有產生纖維化的現象，與先前的文獻相
似 57,58，之後我們在 TGF-β1 刺激產生纖維化的細胞加入各先前測出
的不同濃度的鳳梨酵素，可以從細胞的形態圖中發現，加入鳳梨酵素
的細胞有漸漸回復到接近圖 3A，這結果也跟先前的文獻相似 57。 
接著，我們利用西方墨點法檢測與細胞凋亡相關的訊號蛋白。結
果顯示，在單獨加 TGF-β1 誘導纖維化的細胞中，我們可以看到在
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Fig 1. Apoptosis pathway. 造成細胞凋亡的相關蛋白，由粒腺體釋放出





Fig. 2 Effects of bromelain on A549 cell viability and cytotoxicity. 
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Fig 3. The cell morphology of TGF-β1 stimulation and adding of 
TGF-β1 with the bromelain in A549 cell line.  
     (A) Control (B) TGF-β1 10ng/ml (C) TGF-β1+bromelain 5μg/ml 
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Fig.4 Effects of bromelain on the protein level of cytochrome c in 
A549 cell.A549 cell were treated TGF-β1 for 24h. Then treated bromelain 
for 24h. 
(A) 鳳梨酵素對 cytochrome c 表現量之 western blot 電泳圖 
(B) 鳳梨酵素對 cytochrome c 表現量之統計圖 
由圖可以看出鳳梨酵素可以降低由 TGF-β1 誘導的肺纖維化所引起的
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Fig.5 Effects of bromelain on the protein level of caspase 7 in A549 
cell.A549 cell were treated TGF-β1 for 24h. Then treated bromelain for 
24h. 
(A) 鳳梨酵素對 caspase 7 表現量之 western blot 電泳圖 
(B) 鳳梨酵素對 caspase 7 表現量之統計圖 
由圖可以看出鳳梨酵素可以降低由 TGF-β1 誘導的肺纖維化所引起的
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Fig. 6 Effects of bromelain on the protein level of PARP in A549 cells. 
A549 cell were treated TGF-β1 for 24h. Then treated bromelain for 24h. 
(A) 鳳梨酵素對 PARP 表現量之 western blot 電泳圖 
(B) 鳳梨酵素對 PARP 表現量之統計圖 
由圖可以看出鳳梨酵素可以降低由 TGF-β1 誘導的肺纖維化所引起的
細胞凋亡之 PARP 的表現 (＊P<0.05)。 
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